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ศักยภาพ ของHPLC ดวย เคร่ืองตรวจวัดชนิด  photodiode array ในทางนิติพิษวิทยา 

Potential of high-performance liquid chromatography with  photodiode array detection in forensic toxicology 
 

บทคัคยอ 

  ในงานวิจัยน้ีนําเสนอศักยภาพและขอจํากัดของ  high-performance liquid chromatography-photodiode 

array ในการวิเคราะหตัวอยางทางชีววิทยา ท่ีแตกตางกันและในการตรวจพิสูจนสาร unknows วิธีการท่ีดีท่ีถูกตองท่ีใชใน

การวิเคราะหพิษวิทยาทาง  clinic และทางนิติวิทยาศาสตร การวิเคราะหสารพิษชนิดเดียวหรือมากกวาหน่ึงชนิดสําคัญ

สําหรับการตรวจพิสูจนสารพิษ ,สาเหตุของความเปนพิษ โดยสวนใหญแลวใชวิธีงายๆ และรวดเร็วท่ีเรียวา “ general 

unknown screening” ซึ่งครอบคลุมถึงยาและสารเคมีท่ีมีอันตรายสวนใหญ มีรายงานในเอกสารแสดงใหเห็นวาการใช 

HPLC ชวยวิเคราะหทางพิษวิทยาไดอยางเปนระบบ พบวาท้ังวัสดุ packing column และองคประกอบของ eluent มี

ความสําคัญตอ intra- and interlaboratory มีรายงานวาการใช columns  HPLC ตางชนิดกันจะชวยเพิ่มความสามารถใน

การแยกสาร  ขอดีของการใช  photodiode array เปนตวัตรวจวดั เมือ่เปรียบเทียบกบัการวดั UV ท่ัวไป มีความสําคัญ

อยางยิ่งตอการใช  HPLC วิเคราะหทางพิษวิทยา ขอมูล spectram ใน libraries บนเคร่ือง และโปรแกรมท่ีใชสืบคนเปน

อุปกรณสําคญัในกระบวนการตรวจพิสูจนสาร  unknown ในงานวิจัยน้ีไดศึกษาประเด็นตางๆ ขางตนในตัวอยางจริง

จํานวนหน่ึง ไดแก  trazodone และ dothiepin, azide, chloroquine และ cocaine, ซึ่งเราพบวาการใช  HPLC - 

photodiode array จะเปนประโยชนอยางมากในการวเิคราะหทางพิษวทิยาอยางเปนระบบ 

 

1.บทนํา 

 ความยากของการวิเคราะหของเหลวในรางกาย (เชน เลือด  ปสสาวะ  ของเหลวในทอง  เน้ือเยือ่ เปนตน)  เพ่ือ

ระบุสาร unknown ท่ีเปนพิษท่ีใหไดนัน้เปนงานท่ีทาทายทางดานนิตพิษิวทิยา  ในปจจบุนัจาํนวนของสารประกอบท่ีมี

รายงานอยูในงานวิจัยท่ีเกี่ยวของมีมากกวา  7 ลาน ชนิด สารประกอบแตละชนิดน้ันเปนไปไดทีจ่ะเปนสารพิษเฉียบพลัน  

ดังน้ัน การวิเคราะหทางเคมีอยางสมเหตุสมผลจะ เรียกวา การวิเคระหทางพิษวิทยาอยางเปนระบบ (STA) มีความจําเปน

สําหรับการบงชีแ้ละการพิจารณาสารประกอบของความเปนพิษได 

 ความสําเร็จของ STA โดยมากขึ้นอยูกับคุณภาพของระบบการวิเคราะหท่ีใช  จํานวนของเทคนิคการวิเคราะห 

เชน  TLC , GC, HPLC และ  ความหลากหลายของ immunoassay tests เปนความสามารถของนักพิษวิทยา ซึ่งสามารถ

ทํางานไดทัง้สองระบบ( on-line และ off-line) ดวยเครื่องตรวจวัดที่มีความสามารถสูง เชน  MS และ FTIR  สําหรับ GC  

และ fast-scanning  หรือ photodiode array (DAD)  และ MS - HPLC  
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 ในการอธิบายโดยสรุปจะมุงไปท่ี HPLC- DAD  ไมเพียงแตศักยภาพเทาน้ัน  แมแตอันตรายของการรวมตัว ก็จะ

นํามาวิจารณดวย  โดยเฉพาะอยางยิ่งการนําไปเทียบกับความสามารถในการประยุกตใน STA  สวน HPLC – DAD ซึ่งใช

เปนเคร่ืองมอืในการคดักรองหา general unknown ซึ่งครอบคลุมตัวยามากมายและสารพิษท่ีเปนไปได  แตควรจะมีการ

เลือก  ความไว และความนาเชื่อถือ  การสํารวจของงานวิจัยท่ีเกี่ยวของในสาขา ( field) น้ี  ถูกนําเสนอในงานวิจัยน้ี  และ

บางการวิเคราะหจะถูกนํามาเปรียบเทียบและประยุกตในกรณีท่ีเกิดขึ้นจริงจํานวนหน่ึง 

 

2.การประยุกตของการแยกของเหลวสําหรับ STA 

2.1 Column packing materials 

2.1.1 Underivatized silica 

 การใช Underivatized silica เปน stationary phase สําหรับการแยกตัวยาพ้ืนฐานจํานวนหน่ึงไดอธิบายไวใน ป 

1975 [1] และ 1984 [2]  หลังจากน้ันผูวิจัยคนอ่ืนไดหาคา retention ของตัวยาพ้ืนฐานบนความแตกตางของ  silica 

packing โดยการแยกสารประกอบท่ีไมปกติออกมา  ซึ่งเทียบกับ  methanol และammonium nitrate  ความแตกตางของ

ยี่หอของ silica และ แมความแตกตางของกลุมทดลองของบางยี่หอของ  silica packing บอยคร้ังจะพบคา  retention 

แตกตางกันในยาพ้ืนฐาน  [3]  จากผลท่ีผานมาของพ้ืนฐานขั้นตน ของกลไก retentionในการดูดกลืนโครมาโตรกราฟ [4] 

ขอจํากัดจํานวนหน่ึงตองทําใหสําเร็จกอน  retention time ออกมา หรือปจจยัปริมาณ สามารถหาไดใน  one single 

laboratory หรือ different laboratories   วิธีน้ีขอจํากัดของโครโมโตกราฟ(บางกลุมทดลองของบางยี่หอ packing ,

สวนประกอบของสาร  eluent ควบคุมโดยอุณหภูมิ ) ควรจะกําหนดอยางแนนอนและทําตามอยางเครงครัด  แมวาภายใต

ขอจํากัดของ  reverse-phase กราฟของ retention time จะเปล่ียนแปลงเล็กนอย  อยางไรก็ตามอิทธิพลของระบบการ

ดูดกลืนจะมีมากขึ้น  ตามขอจํากัดท่ีกําหนดการประยุกตของการดูดกลืนของ STA คอนขางจํากัด   

2.1.2 Bonded-phase packing material 

 Bonded-phase โครโมโตกราฟ และโดยเฉพาะอยางยิ่งใน reverse-phrase บน octyl หรือ Octa decylsilica 

ซึ่งเปนเทคนิคท่ีนิยมใชใน STA  ในหลายงานวิจัยไปไดอธิบายความสามารถในการประยุกตของ packing กับนิติพิษวิทยา 

[5-11]  มีสองงานวิจัยท่ีเปรียบเทียบความแตกตางของ packing [7,10] และความแข็งแรงท่ีมีอิทธิพลของหนาท่ี free 

silanol  บน retention ของยาท่ีแตกตางกัน  ดังน้ันผลกระทบของ silanol สามารถลดการเปล่ียนแปลงคา pH ของสาร 

eluent  หรือโดยการปรับปรุงดวยการเพ่ิม amine  ทางเลือกหนึ่ง เครื่องจักรมากมายผลิต column ออกสูตลาดและอางถึง

ผลกระทบของ silanol  และจัดใหสามารถมี  retention times มากขึ้นอีก  โดยสวนใหญจะไดรับธาตุ  โลหะจาก silica จะ

ชวยและยับยั้งการเคล่ือนไหวของ free silanol โดยครอบคลุมวิธีการมากมาย  อยางไรก็ตามจะเปนการเขาใจในเรื่องของ 

reverse phrase ของ โครโมโคไตกราฟอีกดวย  แมวาขอบเขตจะนอยกวาในโครโมโตกราฟ บน  underivatize silica  
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สวนประกอบของ mobile phase  คา pH   ไอออนิกท่ีแข็งแรงและอุณหภูมิ  มีอิทธิพลกับ retention ของยา  อีกทางเลือก

หน่ึง polymetric stationary phrase ก็ถูกแนะนําดวย  การกําจัดความแปรผัน  intra – and  interlaboratory ดังงานของ 

Bogusz [12] และ De Zeeuw [13]  ไดเสนอเกีย่วกบัการแทนท่ี  retention ปฐมภูมิ ( retention times  ,ปจจยัปริมาณ) 

ดวย retention ทุติยภูมิ เชน ความสัมพันธของ retention times และคาดัชนี  retention  ความคิดรวบยอดนี้สามารถให

ผลลัพธในขอมูลretention ท่ีเชื่อถือไดภายใน one single laboratory  และแมวาในการพัฒนาของขอมูล data base ของ

คา retention ของการใช interlaboratory 

 คาดัชนี  retention  (RI-Values) เทียบกับอางอิงท่ีเปนกลางในความเปนเน้ือเดียวกัน  (alkane-2-oneas,alkyl-

arylketones and 1-nitroalkanes)  ยังคงไวตอคาแปรผันเพียงนอยในขอจํากัดของกราฟอางอิงท่ีเปนกลางในความเปน

เน้ือเดียวกัน  แตความประพฤติแตกตางจากยาซึ่งสัมพันธกับทางพิษวิทยา  ตอมากลายเปนความเขาใจของการแยกคา

สหสัมพันธมาตรฐาน  จะใชสําหรับยาท่ีเปนกรด/กลาง และสําหรับยาพ้ืนฐาน เทียบกับ  การสังเกตของ Bogusz  and Wu 

[14] ท่ีถูกพัฒนาตัวมาตรฐานของ HPLC-DAD บน Column RP-18 สําหรับ Chromatographic และการชี้บงวามีสารพิษ

เกนิ 200 ชนิด  พวกเขาใชบางขอจํากัดของ  Chromatographic  ยาสําหรับกรดและยามาตรฐาน  (เชน Gradien elution  

ดวยการผสม  acetonitrile และ triethylammonium phosphate buffer pH 3.0) รวมกบั 1-nitroalkane เปนดชันี

retention วัดและบอกจํานวนของยา  ท่ีเห็นไดชัดน้ัน ความเปนกรด pH จะซอนปฏิกริยา  Ionization  ของกลุม  silanol  

ขณะท่ี  amine modifiers แกไข    Chromatographic  ของยาพ้ืนฐาน  

  ในความพยายามท่ีจะกําจัด  chromatographic ท่ีเปนปญหาของ Silanal ท่ีเหลืออยู  และยับยั้งปญหาของ

เคร่ืองมือท่ีจะทําใหเกิดการรวมกันของ  buffer salt ใน eluent ,  พวกเราไดพัฒนา การแยก  HPLC ท่ีเกี่ยวกับพิษมากกวา 

200 ชนิด โดยใชขอจํากัดท่ีแตกตางของ  Chromatographic [15] alumina packing ถูกเคลือบดวย  polybutadiene ทํา

ใหถูก eluted ในระบบ  Gradien ดวยการผสมของ  methanol และนํ้า ท่ีท้ังสองบรรจุดวย  0.0125 M NaOH การฝงตวั

ของ  silanol functions บน  packing ใหม  (Aluspher RP-Select B from Merck, Darmstadt,Germany)  ทําใหเขาใจ

กลไก retention ไดงาย การกําจัดจําเปนตองอาศัย amine modifiers และจะถูกยับยั้งทําใหดูดกลืนเหมือนเดิมไมได  

ในทางเดยีวกนั  aluminium oxide ดีเทากับการเคลือบดวย  polybutadiene จะคงท่ีจาก pH 2 – 12  คาน้ีเปนยาพ้ืนฐาน

สามารถให  chromatographed ภายใตขอจํากัดของ  alkaline  ในการลดยาท่ีรนุแรงลงใน peakทายๆ   การเคลือบดวย  

polybutadiene  จะให  packing มีลักษณะเฉพาะตัวแบบไมชอบนํ้า สามารถเปรียบเทียบ stationary phase ของ 

reverse phase แนนอนวา eluent ท่ี pH สูงจะใหผล retention ต่ําของสารประกอบท่ีพา  phenolic มา (เชน มอรฟน) 

หรือกรด carboxylic  (เชน benzoylecgonine) ดังน้ัน สารประกอบตัวหลังตองแยกอีกวิธีหน่ึง ใน  silica packing ดวย 

end-capping ท่ีมีลักษณะเฉพาะเหนือกวา  ไดแก  Hypersil  BDS C18 column (Alltech,Deerfield,IL,USA) [16] 

columnถูกชะดวยสารผสม  0.045 M  ammonium acetate ใน  80%HPLC-grade water  ,10% methanol + 10% 

acetonitrile  เปนตัวทําละลาย A และ 0.045 M ammonium acetate. ใน 40% methanol  40% acetonitrile  
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20%HPLC-grade water  เปนตัวทําละลาย  B พวกเราใชเสนตรงใน  gradient  จาก 100 - 47.2 %  สาร A ประมาณ 20 

นาที ขณะท่ีนํ้าเสียระบายออกดวย เคร่ืองตรวจวัดชนิด  photodiode arrayตอมาทําทฤษฏีนีเ้ปนรูปแบบท่ีสมบูรณ เพราะ

สารประกอบจํานวนมากทําการแยกไมไดภายใตขอจํากัดของ alkaline ท่ีแข็งแรง (อนุพันธุฝน กรด และ  

benzoylecgonine) ซึ่งจะ eluted ไดดี peak แหลมและตัวเลขสูง  ภายใตสภาวะกรด วิธีน้ีการชะแยกรวมกันของ

สารประกอบท่ีมจีาํนวนมากในสารตัง้ตน น่ันจะทําให chromatographed เหลือนอยท่ีสุด  

 ในทางคลายกนัการใชระบบ column ท่ีตางกัน (และขบวนการสกัดตางกัน ) ในการวเิคราะห “ยามากมายที่เกิน

ขนาด” กรณีน้ีอธิบายไดโดย Koves[10] รายละเอียดของระบบ reversed phase (Supelcosil LC-DP, LiCharospher 

100 RP-8, APEX ODS & Nova-Pak Phenyl) ท่ีคอนขางจะเฉพาะท้ังหมดของ column แบบ isocratic , แทจริงแลว

เหมาะกับขนาดของความมีขั้วและในเวลาเดียวกันจะการพิจารณาถึงตนกําเนิดยาและเมทาบอลิซึ่ม ระบบท้ังหมดจะ

ยกเวนระบบ gradient  

2.2 Photodiode array detection 

 ตั้งแตยุค 80 ชวงแรกๆ  จะมีการแนะนําเคร่ืองตรวจวัดการดูดกลืนแสงชนิด diode-array และ fast-scaning 

ไดมาจาก chromatographic ท่ีเปนขอมูล spectral ของ UV ซึ่งถูกเสนอขอบเขตใหมในการวิเคราะหขอมูล HPLC  ทําให

พบประโยชนของการประยกุตในการวเิคราะหทางพิษวทิยาอยางเปนระบบ  การรวมกนัน่ีทาํใหเห็นความสามารถท่ี

แตกตางของกราฟ retention ซึ่งขอมูล spectral จะแสดงกราฟท้ังหมดท่ีนาเชื่อถือ เพ่ิมขึ้นของทฤษฎี  HPLC [17] เหมาะ

ท่ีสุดกับมาตรฐานอางอิง spectra จะถูกเก็บในฐานขอมูล บอกชื่อ parameter ของ retention เพ่ือบอกขีดจํากัดในการ

คนหา parameter ในแตละ retention [18] 

 การชะออกรวมกนัของ สอง( หรือมากกวา )สารประกอบท่ีเหลือเพียงเล็กนอยสําหรับกรณีใหญทีผ่ดิพลาดในการ

วิเคราะห  ขอสรุปความผิดพลาดทําใหเกิดการสอดแทรกการชะออกรวมกันของสารประกอบท่ีเลียนแบบ UV spectrum ท่ี

ทราบสารประกอบ หรือ เมือ่การชะออกรวมกนัของสารประกอบสองชนิดใหผลใน UV spectrum ท่ีไมตรงกบัใน library. 

ดังน้ันกอนท่ีจะทําการทดลองจะตองคนท่ี library มันเปนส่ิงจําเปนท่ีจะตองตรวจสอบ  peak สําหรับความบริสุทธิ์ท่ีสนใจ 

ส่ิงน้ีสามารถใชเปนคูมือเปรียบเทียบ UV spectra ในตําแหนงท่ีแตกตางกันของ peak หรือเลือกใชเพียงบางเคร่ืองมือ

อัตโนมัติท่ีจะระบุ peak ท่ีบริสุทธิ์ (โดยใชเสนแนวระดับใต peak ท่ีตรงกบัสวนประกอบของสาร) ระบบท่ีซบัซอนของสารท่ี

มากกวาสองชนิดในการชะออกรวมกัน , การใหผล UV spectrum ท่ีเฉพาะเจาะจง และในการท่ีจะระบุแตละสารประกอบ

(รูปท่ี 1) 
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รูปท่ี 1 ตวัอยางของการลดการขดงอ. ดานบน  : cochromatography ของสองสารประกอบท่ี 17.4 นาที ดานลางซาย : บางอนุภาค

ท่ีแสดง medazepam (58%) และ doxepin (42%) ดานลางขวา : สรางใหมดวย UV spectrum ของ medazepam และ doxepin 

 

3. การประยุกตใช HPLC ใน STA 

  การประยุกตใชและศักยภาพของ HPLC ใน STA ในงานวิจัยน้ีจะยกตัวอยางโดยกรณีศึกษา สําหรับรายละเอียด

มากเกินอธิบายถึงงานวิจัยตนฉบับ 

3.1 กรณีศึกษาที่1 : ความรายแรงของ trazodone และ dothiepin เปนพิษ 

 พบหญิงสาววัย 22 ป ตายท่ีริมตล่ิงคลอง ชันสูตรศพภายใน 24 ชั่วโมง พบเลือดคั่งทุกอวัยวะเดนชัด พรอมกันก็

พบอาการบวมนํ้า ของปอด ขณะท่ีผาตัดกลามเน้ือหลังดานหลังจะรับรูไดวามีกล่ิน ผลการชันสูตรศพ ไมไดพบอะไรเดนชัด 

ไมพบสาเหตุการตาย ตัวอยางระยะเวลาหลังตายจะนํามาจาก เลือด นํ้าปสสาวะ ของเหลวในทอง ตับและไต สําหรับ

วิเคราะหทางพิษยา[19] 

 ในขบวนการ STA นํ้าปสสาวะจะใชคัดกรอง  opioids, cannabinoids, amphetamines, methaqualone, 

methadone, cocaine, propoxyphene, phencyclidine,benzodiazepines, barbiturates, tricyclic 

antidepressants,acetaminophen, salicylates และ  caffeine การใชสารเน้ือเดียวกัน วิธีทดสบทางอิมมูโนอยางหน่ึงท่ี

ใชเอนไซม (EMIT). LSD, Fentanyl and cotinine ถกูทดสอบวธิตีรวจจบัการมหีรือไมมขีองไอโซโทปบางชนิด  (RIA). TLC  

ถูกใชสําหรับคัดกรองท้ังหมดทุกกระบวนการอธิบายโดย Sunshine [20] ในทางเดียวกันการสกัดจะเตรียมจากเลือด , 
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ของเหลวในทองและนํ้าปสสาวะโดยวิธี liquid-liquid extraction โดยใช  n-hexaneethylacetate (7:3, v/v).นํากลับมา

ละลายอีกในตัวทําละลาย และฉีดเขาระบบ HPLC-DAD การแยกแบบ  Reversed-phase ดวย Chromspher C8  

column (10×0.3 cmI.D., 5 ~m) โดยใช MeOH-H20 (ท่ีมี 0.125% isopropylamine) เปนระบบ gradient 30:70 - 75:25 

(v/v) ภายใน 15 นาที 

 การตรวจคัดกรองวิธี EMIT สําหรับนํ้าปสสาวะ พบ amphetamines, benzodiazepines, opioids, tricyclic 

antidepressants และ caffeine แนชัด ในตัวอยางเลือดจะพบ benzodiazepines และtricyclic antidepressants ในการ

วิเคราะห TLC สารมาตราฐานไมไดระบุวาพบ dothiepin แต จุดของสารเร่ืองพบของเหลวท้ังหมดท่ีทําทดลอง ภายใต

สภาวะ alkaline โดยท่ัวไป HPLC-DAD ท่ีออกมากอนจะชีบ้อกสสารประกอบในเลือด (รูปท่ี 2) และนํ้าปสสาวะ เปน 

trazodone เทียบกบั UV spectrum การชะออกรวมกนัของสารมาตรฐาน จะเปนการระบุทีแ่นชดั ดงัน้ันการท่ีพบ 

dothiepin (รูปท่ี 3) ทําใหระบุยนืยนั opiate และ benzodiazepins (EMIT ผลบวก)  เปน codeine , lorazepam และ 

nordiazepam  ตามลําดับ จากการวิเคราะหดวย HPLD-DAD ทําใหเขาใจ(ผลบวก)  ไดมาจากการวิเคราะห 

amphetaminesโดย EMIT ให”ผลบวกปลอม”  นํากลับมาทําปฏิกิริยา ดวย β-phenylethylamine และ  tryptamine,  มกั

พบสองสารประกอบน้ีโดยบังเอิญ เปนผลใหขบวนการลมเหลว 

 ผูวิจัยหาจุดเดนของ RP-HPLC มาพูดถึงขอดี ในการตรวจวัดของ metabolites ในกรณีภาวะเปนพิษ ในกรณีที่

นําเสนอ จะพบ peak ท่ีเหมอืนกบั UV ของ dotheipin ออกมาท่ี นาทีที่ 4 กอน ปฏิกริยา oxidation ของ สารมาตรฐาน 

dothepin ไมรนุแรง (ใช H2O2) และฉีดในระบบ HPLC ซึ่ง peak การใหผลการ chromatograp รวมกันดวยสาร unknown 

UV spectra ของ dotheipin  และ dotheipin sluphoxide จะแสดงในรูปท่ี 4 นอกจากน้ี การตรวจหา ประกอบดวย MS ท่ี

จะระบุสารประกอบของ  dotheipin sluphoxide โดยธรรมชาติแลวจะเกิด metabolite ของ dotheipin  

     

รูปท่ี 2 HPLC-DAD ( ท่ี 230 nm) ของการสกัดตวัอยางเลือด การระบ ุ peak : 1) trazodone และ 2) dotheipin ดานซายบน : UV 

spectrum (225-350 nm) ของ pack 1: ดานบนขวา UV spectrum ของสารมาตรฐาน trazodone จาก UV spectrum of trazodone 

standard. Reproduced from J. Anal. Toxicol. by permission of Preston Publications, a division of Preston Industries, [19]. 
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 ผลของ  STA ทําใหเขาใจชัดเจนในการระบุ วา trazodone  และ dotheipin  เปนเหตทุาํใหตาย ในการใช  HPLC 

เปนบทบาทสําคญั ไมเพียงจะระบุยนืยนัสารพิษแตบางกระบวนการ , จะขยายความดวย internal standardization และ 

calibration สามารถเปรียบเทียบปริมาณของคาท่ีกาํหนดของการเสียชวีติจากการไดรบัสารเกนิขนาด 

     

รูปท่ี 3 HPLC-DAD (ท่ี 230 nm) ของตวัอยางการสกัดนํ้าปสสาวะ peak ระบ ุ: 1) dotheipin sluphoxide , 2) trazodone 3) 

metabolites ของ nordiazepam และ lorazepam 4) metabolite ของ diazepam และ 5) dotheipin ดานบนซาย UV spectrum (225-

350 nm) ของ peak 5 ดานบนขวา UV spectrum ของสารมาตรฐาน dotheipin จาก J. Anal. Toxicol. by permission of Preston 

Publications, a division of Preston Industries, [19]. 

  

     

รูปท่ื 4 ตาํแหนง A) UV spectrum (225-350 nm) ของ peak ท่ี 1 ในรูปท่ี 3 ระบวุาเปน dotheipin sulfoxide และ B)  UV spectrum 

(225-350 nm) ของ peak ท่ี 5 ในรูปท่ี 3 ระบวุาเปน dotheipin 
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3.2  กรณีศึกษาที่ 2 ; การตายดวย Azide 

 พบเจาหนาท่ีหองปฎิบัคิการสาว อายุ 25 ป ปราศจากเคร่ืองแสดงชีพ  ท่ีหองเปล่ียนเส้ือคลุม ก็นําสงโรงเรียน

พยาบาลของมหาวิทยาลัย ทําการชวยชีวิตเต็มความสามรถ และใหยากระตุนหัวใจ ระบบกรองของเสียหยุดชะงัก หลอน

เสียชีวิต หลังจากเขาโรงพยาบาล 35 นาที ทําการวเิคราะหเลือดทันที พบภาวะเลือดเปนกรด การตรวจอวยัวะภายใน พบ

ปอดท้ังสองบวมนํ้าและมีของเหลวคั่ง ปอดท้ังสองขางมีสีนํ้าตาลและเลือดก็สีนํ้าตาล พบเลือดไหลในกระเพาะ และพบวา

เปนแผลเร้ือรังแตไมมีกล่ินพิเศษ พบภาวะเปนพิษของผูตองสงสัยและระยะหลังตาย นําไปเขากระบวนการ STA [21]  

 พรอมกันน้ันหองปฏิบัติการของผูวิจัยก็ทําตามกระบวนการ โดยทดสอบแบบกวางๆ สําหรับ สารระเหย และยา 

ทําตามขบวนการทางกลุมตัวอยางของระยะเวลาหลังตาย รวมกับการวิเคราะหเคร่ือง headspace GC , EMIT, RIA ,TLC 

และGC-MS (ดูท่ีกรณีศึกษา 1 สวนท่ี 3.1) ยิ่งไปกวาน้ัน เลือด ,ของเหลวในทองและ ไต ลักษณะเหมือนกัน จึงนําไป

ทดสอบHPLC  หายาพ้ืนฐาน ทฤษฎีน้ีจะใชเทียบการสกัดภายใตสภาวะ  alkaline  และวิเคราะห แบบ  RP-HPLC โดย

Aluspher RP-B phase แบบ gradient ดวย methanol และนํ้า ท่ีท้ังสองจะบรรจุ  0.0125 M NaOH [15]. มันนาท่ึงท่ีพบผล

การทดสอบทั้งหมดทางพิษวิทยาเปนลบ แมวาผลทางพยาธิวิทยาจะนําไปสูการหาความผิดทางอาญาบอกวาเปนการฆา

ตัวตายโดยใชสารเกินขนาด แมวาการตรวจหาหลักฐานทุกชิ้นจะเกี่ยวกับบีกเกอรท่ีบรรจุ ทางพยาธิสภาพระบุและให

ผลบวก ดวยการทดสอบสีของ  ferricchloride [22] ในการเร่ิมตนหา azide  

 ปริมาณการวเิคราะห azide ในทุกตวัอยางของทางชวีวทิยา เปนการยนืยนัเทียบกบั precolumn ดวย 3,5-di-

nitrobenzyol chloride ตามดวยระบบ isocratic HPLC [21] ผูวิจัยใช Ultrasphere ODS column (15 ×0.46 cm I.D., 5 

µm) ดวย mobile phase ของ  1:1 (v/v) acetonitrile และ นํ้า. การตรวจวัดโดย  DAD ใชความยาวคลื่น  240 และ 254 

nm. การเตรียมสารตัวอยาง ประกอบดวย  การเจือจางในสารละลาย  K2CO 3 และ  acetonitrile ปรับใหได  pH  5 ดวย 

3,5-dinitrobenzoyl chloride และ ตั้งไว 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง เลือด ,นํ้าดี , ของเหลวในทอง , ตับและไต  ท้ังหมดพบ 

azide ปริมาณเขมขน .  ตวัอยาง  chromatogram แสดงในรูปท่ี  5 สามารถเห็น , 3,5-dinitrobenzoyl azide เปนขอดีของ  

chromatographed ท่ีใชในระบบ  reversed- phase packing การระบุ peak azide ใน chromatogram ของท่ีมาจาก

ระยะเวลาหลังตาย สวนใหญจะเทียบกับ retention โดยจะเปรียบเทียบกบัสาร  azide  มาตรฐาน ขอมูล sprectral โดย 

DAD จะใชในกรณีท่ีมีส่ิงสําคัญเพียงเล็กนอย ซึ่งมันจะโดดเดนมากแบบลักษณะเฉพาะเปนเคร่ืองแสดงสาร  อยางไรก็

ตาม ยงัคงเปนประโยชนในการหาคาของ peak บริสุทธิ์ ถายังตองการลดการขดงอของ peak 

 กรรีศึกษาใหม อธิบายความสามารถของเครื่อง HPLC  แสดงถึง azide ท่ีมีปฏิกิริยาหลังจากเติม ferricchloride 

หรือ  cerium (VI)ammonium nitrate  และ  จะทําปฏิกิริยากับสีไดดี   มแีนวโนมเปนผลบวกปลอม   แมวากรณีของสาร      

อนินทรีย sodium azide salt , HPLC ถูกจัดใหเปนเคร่ืองมือท่ีมีความนาเชื่อถือสูง มีความไว  และมีความเฉพาะเจาะจง 

บางตําแหนงเวลาของกรณีศึกษาน้ี จะเปนขอจํากัดของ “general unknown screening” อยางไรก็ตามจํานวนของยา 

และสารพิษท่ีซอนอยูในกระบวนการท่ีมีจํานวนมากในผูท่ีไดสารพิษทางเคมี และทางเคมีเชิงฟสิกส 
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รูปท่ี 5 HPLC-DAD chromatograms (m 240 nm) ของ A) เปนการเจอืจางนํ้าดี  ; peak 1 (Rt ท่ี 5.70 นาที ) :       3,5-dinitrobenzoyl 

azide : ระดบั azide 1283 - µg/ml : B) ไมไดเจือจาง 5- µg/ml sodium azide standard; peak 1 (Rt: 5.65 นาที): 3,5-dinitrobenzoyl 

azide. จาก  J. Anal. Toxicol. by permission of Preston Publications, a division of Preston Industries, [21]. 

 

3.3  กรณีศึกษาที่ 3 การฆาตัวตายแบบคาดไมถึง โดย Chloroquine  

 พบหญิงสาวใหญ อาย ุ40 ป จากประวตัพิบวามปีญหาทางรางกาย นอนเสียชวีติขางถนน ใกลกบับริเวณรถท่ี

เกิดอุบัติเหตุ จากสภาพแวดลอมสันนิษฐานวา หญิงสาวนาจะอยูในสภาพมึนเมาขณะขับรถ โดยนําตัวอยางเลือดมาหา

ระยะเวลาหลังจากการเสียชีวิต เพ่ือวิเคราะหทางพิษวิทยา และทําการผาชันสูตรศพเพ่ือคัดกรองหาสารระเหยและยาใน

ตัวอยางเลือด จากผลการทดสอบไมพบอะไร จึงนําตัวอยางเลือดไปเขาเคร่ือง HPLC หาตัวอยางพ้ืนฐาน  [15]  พบ Peak 

ท่ีระบุวาเปน Chloroquine และผลการหา UV โดยดวยตัวตรวจวัดชนิด DAD  พบ Chloroquine จะระบุยืนยันไดโดยการ

ใช GC การตรวจวัด nitrogen-phosporus  และ MS เปนการหาปริมาณโดยการใชขบวนการ HPLC-DAD ใน  Quinina 

ซึ่งจะถูกใชเปน Internal standard  ซึ่งไดมาจากความเขมขนของ Chloroquine 3.1 µg/ml  

Chloroquine เปนสารตั้งตนท่ีใชยับยั้งปองกันโรคการติดเชื้อมาลาเรีย แมวามาลาเรียจะมีการระบาดเฉพาะพ้ืนท่ี 

แตนักทองเท่ียวจํานวนมากก็ตองการส่ังจายยาตานมาลาเรีย ทําใหผูวิจัยเร่ิมมีความไมแนใจ และประหลาดใจท่ีพบ 

Chloroquine เกินขนาด เกินความเหมาะสม 

ในกรณีศึกษาน้ี HPLC-DAD ชวยแกปญหาทางนิติวิทยาศาสตรไดอยางทันทวงที 
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3.4 กรณีศึกษาที่ 4 Cocaine , กลุมยาใหโทษและหลักฐานทางนิติวิทยาศาสตร 

 หลายคําถามท่ีมาจากหองปฏิบัติการนิติวิทยาศาสตรวาควรจัดใหมีหลักฐานของการใชยาตองหาม   ในกรณีของ

เด็กผูชายรายหน่ึงถูกฟองรองวาคายา และทําใหสงสัยวาเคาใชสารโคเคนตองหาม ตัวอยางปสวะใหผลรวมกับสารท่ีใช

วิเคราะหภูมิคุมกันเปนผลบวกของ Cocaine  และ amphetamines โดยท่ัวไปแลวจะยอมรับผลบวกของสารท่ีใชวิเคราะห

ภูมิคุมกันเปนการยืนยันการวิเคราะหทางนิติวิทยาศาสตรจะบอกสารเคมีท่ีโดดเดน ซึ่งเกิดขึ้นภายในเน้ือเยื่อ  โดยสัมพันธ

กันกับอาหาร และสุดทายของการรักษาดวยสารเชิงซอนทางชีววิทยา ซึ่งมันจะทําใหเขาใจถึงความแตกตางเฉพาะบุคคล 

ส่ิงนี้มันทาทายความสามารถดวยการใช GC-MS เปนทางเลือก อยางไรก็ตามสําหรับปริมาณท่ีชี้วัดการวิเคราะหดวย  

HPLC-DLD  ของ Cocaine [16]  

 ตัวอยางนํ้าปสสาวะจะสกัดโดย  solid-phase สองกลไก ดวยการสกัดสารตั้งตนแบบมีขั้ว และแบบประจุ 

(Varian Bond Elut Certify, Varian, Harbor City, CA, USA) ขบวนการน้ีเหมาะสมกบั Cocaine  และ Metabolites, 

cocaethylene และ benzoylecgonine โดยภาพรวมของการหาปริมาณของ 2 internal standards ดวยโครงสรางท่ี

คลายคลึงกันของ Benzoylecgonine  (carboxylic acid) และ 2 esters จะถูกใชเปน Cocaine  และ cocaethylene  

กระบวนการแยกจะใช Hypersil BDS C18 column (15x0.46 cm I.D., 5 µg/ml การใช mobile phase เปนสารละลาย 

ammonium  acetate 0.045 M ใน  HPLC-grade water (80%), methanol (10%) และ acetonitrile (10%) (สารละลาย  

A) และใน methanol (40%), acetonitrile (40%) และ HPLC-grade water (20%) (สารละลาย  B). ความแตกตางที่

สําคัญในลักษณะเฉพาะของ  retention ในความแตกตางของสารประกอบที่ตองการ  gradient elution จาก 100% A ถึง

47.2% A ภายใน 19 นาที. ตัวตรวจวัดชนิด diode array ถูกตั้งใหสะสม  spectra ท้ังหมด 21 ms มากกวา  220-400 nm 

ความยาวคล่ืน  230 nm (ความถี่วิทยุ 4-nm). รูปท่ี 6, ผลของ chromatogram แสดงขอมูล  Retention time รวมกับการ

เปรียบเทียบ spectral ของสาร unknowns ดวย library spectra ท่ีระบุ cocaine และ metabolites. 
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 รูปท่ี 6 HPLC-DAD trace (ท่ี 230 nm) ของการสกัดนํ้าปสสาวะ  Peak ระบุ: (1) benzoylecgonine; (2) 3,4-

methylenedioxy methamphetamine (XTC); (3) 3,4-methylenedioxy ethylamphetamine (EVA); (4) (I.S. j) 2'-

methylbenzoylecgonine; (5) cocaine; (6) (I.S.2) 2'-methylcocaine 

 

  มันคือส่ิงสําคัญ libraries เปน "home-made", spectra ใชเปรียบเทียบกบั  การฉีดสารมาตรฐาน ภายใต บาง

สภาวะของ chromatographic น่ีเปนส่ิงท่ีถูกตองแนนอนของสารพิษท่ีมีหมู functional groups เพราะวาสําคัญมีอิทธิพล

กบั spectrum เปน ผล  pH, ซึ่งแนวทางน้ันจะขึ้นอยูกับ  chromatographic ขององคประกอบของสาร eluent คา

สหสัมพันธของอัตราสวน  peak area กบัมาตรฐานท่ีเห็นของระดบั benzoylecgonine 10.5 µg/ml นํ้าปสสาวะและ   

unmetabolized cocaine 1.4 µg/ml  ยิ่งไปกวาน้ัน การพินิจวิเคราะห  chromatogram และการประเมินผลดวย  UV 

spectraเปนขบวนการอัตโนมตัใิน chromatography softwareสมัยใหม , เปนท่ีจะบอกใบไดสมบูรณถึง การสืบสวนหาตวั

ยา บาง  peaks เล็กๆ สามารถระบุไดวาเปน  3,4- methylenedioxy methamphetamine (MDMA, "XTC") และ3,4-

methylenedioxy ethylamphetamine (MDEA, "EVA"), ดังเชนการขยายความถึงผลบวก EMIT ของ amphetaminesนค

วามจริงแลว การรวมกันไมสามารถทําใหตกใจสงสัย เพราะวาชนิดของกลุมยาใหโทษ มีความถี่  ท่ีพบมากจึงเรียกไดวาคัด

กรอง  "recreational drug abuse" scene. กรณีศึกษาน้ีจะยกตัวอยางบทบาทหลักของ  HPLC-DAD  ภายใน  STA ท่ีจะ

แสดงส่ิงท่ีสนใจ ท่ีสามารถเปนไปได, เหมาะสมสําหรับการคัดกรองหาปริมาณการวิเคราะหท่ีถูกตอง  ยกเวนการเตรียม

สารตวัอยาง และ การทําใหเกิดสารอนุพันธซึ่งสวนใหญจะเปนขอจํากัดในเคร่ือง GC. 
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4. สรุปผล 

  การระบุสารพิษท่ีทําใหเกิดภาวะเปนพิษ ,ไมวาจะเปนทางดาน  clinical หรือดานนิติวิทยาศาสตร ลวนแตเปน

งานยากที่ทาทายความสามารถ  ดังท่ีกลาวไปแลว ผลท่ีไดทําใหมองเห็นชัดเจน ครอบคลุมความสัมพันธของยา และ

สารพิษ ทําใหเปนส่ิงท่ีตองการ และสามารถใหผลนาเชื่อถือ วัตถุประสงคน้ี นําเสนอขอดีมากมายของ  HPLC-DAD  ท้ัง

ดานความเฉพาะเจาะจง ความไว รวดเร็ว และทนทาน  โดยขอมลูทําใหเกดิการเปรียบเทียบท้ัง retention และ การ

ดูดกลืน spectra ของการ eluting  เอกลักษณทางเคมี ผลท่ีไดในการระบุกําลังท่ีราคาประหยัด ใชกันแพรหลาย หาไดงาย 

ท้ังหองปฏิบตักิารมากมายในโรงพยาบาล ในทางเดยีวกนั ,ดังที่กลาวไปแลว ตัวอยางจะแสดงความสามารถที่มากมายใน

การประยุกตใชในหลายแขนง และศักยภาพท่ีดีเยี่ยมของการหาปริมาณ . การพัฒนาเทคโนโลยไีปอยางรวดเร็วของตวั

ตรวจวดัชนิด  DAD ระบบ computer และ software และ HPLC packing ทําคุณภาพการคํานวณไดเพ่ิมมากขึ้นใน

รายงานท่ีมกีารใช  HPLC-DAD ในระบบ STA. ชวงการใช  HPLC-MS นาเปนไปไดทีจ่ะสนับสนุน HPLC ซึ่งจะพัฒนา

ตอไป ถาเลือกไมดีกวา GC-MS. 

 

 


